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This study aimed to develop eDNA-based methods for the early detection of alien species relevant to
the Baltic Sea.

Executive Summary

Traditional methods for invasive species monitoring have been mainly based on morphology, which is
a time-consuming and skill-dependent approach. In recent years, environmental DNA (eDNA) based
methods are rapidly emerging as an important tool for the early detection of invasive alien species in
aquatic environments. In the frame of this study, we developed eDNA-based methods for the early
detection of alien species in the Baltic Sea. We tested different types of enclosed filters and eDNA
extraction methods to find the most suitable methodology for the Baltic Sea. A species-specific
guantitative PCR and community-based NGS approach was used to identify alien species. qPCR
methodology was optimized for five species (Dreissena polymorpha, Neogobius melanostomus,
Cercopagis pengoi, Rangia cuneata, Marenzelleria neglecta). Community-based NGS analysis of the
samples revealed 147 different animal genera, including 12 alien species in the studied area. In near
future, developed methods can be integrated into the national environmental monitoring programs.

1. Sissejuhatus

Ladnemere seire lGldine eesmark on hinnata looduslike ja inimtekkeliste survetegurite mdju ja ulatust
Ladnemere keskkonnale ja elustikule. Mereseire allprogrammi rannikumere seire osana teostatakse ka
voorliikide seiret, mille eesmargiks on hinnata vaorliikide arvukust ning levikut ning nende mdju
Ladnemere Okoslisteemile. Samuti on eesmargiks uute vGimalike vGorliikide varajane tuvastamine
(https://www.keskkonnaagentuur.ee/et/seire). Traditsiooniliselt p&hineb vdorliikide seire isendite
pltgil ja vaatlusel, mille kdigus morfoloogiliste tunnuste alusel mdaaratakse proovidest liigiline
koosseis, arvukus ja biomass. T66 on mahukas ja aegandudev ning liikide tdpne maiaramine nduab
kogemustega eksperdi oskusi. Seetottu suudetakse traditsiooniliste seiremeetoditega vajaliku
sageduse ja tihedusega katta vaid vdikest osa Eesti rannikumerest. Jarjest enam on hakatud
traditsiooniliste seiremetoodikate kdrval vdlja arendama ja kasutusele v6tma innovaatilisi meetodeid
voorliikide varajaseks tuvastamiseks keskkonnas. DNA-p&hised meetodid liikide tuvastamiseks ja
identifitseerimiseks on oluliselt suurendanud teadlaste vGimekust aja- ja kulutdhusalt hinnata
maismaa-, magevee- ja meredkosisteemide bioloogilist mitmekesisust (Bruce et al., submitted).
Meetodite standardiseerimiseks on rahvusvahelisel tasemel tehtud suuri pingutusi, mis véimaldavad
juba praegu DNA pdhiseid meetodeid integreerida tavapdrastesse monitooringupragrammidesse,
sealhulgas ka voorliikide ja ohustatud liikide seiresse (Hanfling et al., 2016) Bruce et al., submitted).
Naiteks on Euroopa teaduse ja tehnoloogia valdkonna koost66 programmi COST Action DNAqua-net
konsortsiumi liikmete poolt valjatootamisel DNA pdhise monitooringu standardid bioloogilistele
kvaliteedielementidele liitmaks need EL Veepoliitika ja EL Merestrateegia raamdirektiivi (2000/60/EU
ja 2008/56/E0).

1.1 Keskkonna DNA
Kulutdhusa meetodina kasutatakse bioloogilise mitmekesisuse uurimiseks ning liikide tuvastamiseks

keskkonna DNA ehk eDNA triipkoodistamist ja metatriipkoodistamist (Ficetola et al., 2008). eDNAks
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nimetatakse DNAd, mille organismid enda elutegevuse kaigus elukeskkonda maha jatavad (joonis 1).
See DNA voib parineda siiljest, sugurakkudest, valjaheidetest, naharakkudest, karvadest, sulgedest voi
organismi Umbritsevast kaitsvast limast. eDNA proove saab koguda mitmesugustest keskkondadest,
nagu naiteks vesi, jaa, pinnas, sete, tolm v&i 6hk ((Biggs et al., 2015) Bruce et al., submitted).
Triipkoodideks nimetatakse liikide maaramiseks kasutatavaid kindlaid DNA jarjestusi (Hebert et al.,
2003). Triipkoodistamine on liigispetsiifiline ja selle abil tuvastatakse kindla liigi esinemine.
Metatriipkoodistamine on aga koosluse pdhine lahenemine ja selle kdigus tuvastatakse liheaegselt
mitme liigi esinemine keskkonnas. Saadud DNA jarjestusi vorreldakse olemasolevate referents-
andmebaasidega (Barcode of Life: BOLD http://www.boldsystems.org) ja selle p&hjal antakse

jarjestustele nimi ja kuuluvus.
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Joonis 1. eDNA veekeskkonnas. Joonis K.Panksep, joonise koostamiseks on kasutatud BioRender
programmi.

1.2 eDNA metoodika pohietapid veekeskkonnas

Keskkonna DNA metoodika vees elavate liikide tuvastamiseks vkoosneb peamiselt viiest pdhietapist.
Nendeks on veeproovide kogumine, proovide filtreerimine, DNA eraldamine, DNA anallilisimine PCR
ja qPCR (joonis 2) ja/vdi uue pdlvkonna sekveneerimise meetodil ning andmete anallilisimine (joonis
3).

e Veeproovide kogumine

Et uuringutulemused oleksid usaldusvaarsed ja saadud andmed sobilikud vastavalt plstitatud
eesmadrkidele, on iga okoloogilise uuringu puhul vilitooplaanide ja proovivotumetoodika
paikapanemine votmetdhtsusega etapp (Hering et al.,, 2018). ProovivGtustrateegiat valides tuleb

S— 5
£ RITA =
Epoops it Ee mereRITA

Regionaalarengu Fond



http://www.boldsystems.org/

Eesti Teadusagentuur
¢ * Estonian Research Council

lahtuda uuritava liigi ja tema elukeskkonna eriparadest. Naiteks ei pruugi seisuveekogus katsetatud
metoodika olla sobilik vooluveekogu voi merekeskkonna uurimiseks ja vastupidi (Bruce et al.,
submitted). Uks olulisemaid aspekte, mida prooviv&tul arvestada, on eDNA ruumiline paiknemine
uuritavas keskkonnas, arvestada tuleb sellega, kui kaugele ja kuidas eDNA oma n6 vabanemiskohast
lilkuda voib (eriti oluline on see vooluveekogude puhul) ning kuidas vesi veesambas segunenud on
(Deiner et al., 2018, 2015; Deiner and Altermatt, 2014; Hanfling et al., 2016). SGltuvalt veekogust ja
uuritavatest organismidest kogutakse proovid kas pinnaveest, sligavamalt pdhjakihtidest voi
integreerituna kogu veesambast. Seisuveekogudes jaguneb eDNA ebaliihtlaselt ja seetdttu tuleb
alamproove koguda mitmest punktist, et suurendada erinevate liikide tuvastamise tGendosust (Brys et
al., 2020b, 2020a). Vooluveekogudes on eDNA kiill Ghtlasemalt jaotunud, aga tuleb arvestada, et vool
kannab endaga edasi ka eDNA ja seega on raske hinnata kust piirkonnast see tapselt parineb. Kuna
eDNA jaotumise ja edasikandumise kohta merevees on veel viahe teada, siis kdesolevaks hetkeks veel
kindlaid soovituslikke proovivotustrateegiaid veel vilja tootatud ei ole. Kill aga on leitud, et
alamproove vdiks koguda erinevatest erinevatest proovipunktidest ja proovipunktide vesi koguda kogu
veesamba ulatuses (Bruce et al., submitted).

eDNA pusimist veekogus mojutavad veekogu suurus, siigavus, avatus pdikesele, kihistumine,
veetemperatuur, aastaaeg ja vee-keemia (Bruce et al., submitted). Parast vabanemist keskkonda,
plsib DNA mdnda aega veesambas ja hakkaba seejarel erinevate biootiliste ja abiootiliste mojurite (UV
kiirgus, soolus, pH, temperatuur, erinevad mikroorganismid, endonukleaasid) tottu lagunema
(Harrison et al., 2019). Mesokosmikatsetes on leitud, et eDNA on proovides tuvastatav mdnest
nadalast (Thomsen et al., 2012) kuni 30 paevani (Dejean et al., 2011) peale organismi eemaldamist
mesokosmist. Looduslikes keskkondades on lagunemine oluliselt kiirem ja eDNA tuvastatav
|Ghiajalisemalt, enamus uuringutes kuni nadal (Barnes et al., 2014; Piaggio et al., 2014; Saito and Doi,
2021). Kuna eDNA kaob ja laguneb looduslikes keskkondades vordlemisi kiiresti, kinnitab uuritava DNA
tuvastamine proovis isendite hiljutist viibimist keskkonnas.

Kuna eDNA metoodika on vaga tundlik, tuleb erilist tdhelepanu osutada proovide voimaliku saastusohu
valtimisele.  Selleks  kasutatakse  proovivotuvahendeid kas  Uhekordselt vdi  neid
steriliseeritakse/puhastatakse. Uldiselt suuremad proovivétu vahendid nagu niiteks veeproovide
kogumisanumad ja batomeeter dekontamineeritakse, kasutades selleks tugevalt leeliselise valgendi
(Bleach) vGi Virkon® S lahust. Vdiksemad proovivotuvahendid (sustlad, korgid, filtrid) on tavaliselt
Uhekordselt kasutatavad. Proovide kogumisel tuleb kasutada Uhekordseid kummikindaid.
Proovivotumetoodika valideerimiseks on soovitav kasutada negatiivseid kontrollproove kdikides
tooetappides.

® Geneetilise materjali isoleerimine ja sailitamine

DNA isoleerimiseks veeproovidest kasutatakse peamiselt kahte erinevat lahenemisviisi. Varasemates
uuringutes (Ficetola et al., 2008; Herder et al., 2014) kasutati DNA sadestamist etanooli ja
naatriumatsetaadiga. Praeguseks on erinevad keskkonnaDNAga tegelevad t66rihmad joudnud
konsensusele, et veeproovide filtreerimine DNA isoleerimiseks efektiivsem, kuna proovimahud on
suuremad ja seetottu liikide tuvastamise tGendosus suurem (Bruce et al., submitted). Uuringud on
naidanud, et ka samade proovimahtude juures annab filtreerimine paremaid tulemusi kui sadestamine
(Spens et al., 2017). Kuna sadestamiseks vajalik etanooli hulk on vérdlemisi suur aga paljudes riikides
on etanooli kattesaadavus ja rahvusvaheline transport raskendatud (korgelt maksustatud, liigitatud
ohtlike ainete hulka, lennutransport eridokumnetatsiooniga), siis on filtreerimine nii proovide
transpordi, kditlemise ja rahvusvahelise koost66 mottes lihtsam alternatiiv.
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Proovide filtreerimiseks kasutatakse erinevast materjalist ja erineva poori suurusega filtreid ning
Uhtset, koikidesse keskkondadesse sobivat filtrit valja pakkuda pole ilmselt vdimalik. Kdige
laialdasemalt on matejalidena kasutusel klaaskiud (GF), tselluloosnitraat (CN), polletersulfaan (PES),
polikarbonaat (PCTE), polivinilideendifluoriid (PVDF) filtrid ning nende erinevad kombinatsioonid
(Bruce et al., submitted). Lisaks filtri materjalile ja poori suurusele tuleb langetada otsus ka filtrit{libi
osas. Hetkel on véimalus valida kolme erineva ldhenemise vahel. Nendeks on avatud filtrid -
filtreerimiseks kasutatakse pumpa ja korduvkasutatavaid filtrihoidjaid. Kuna filter on tooprotsessi
kdigus 6hule avatud seda kasitletakse avatult korduvalt, on seda tilpi filtrite kasutamisel proovide
saastusohu risk suurim. Teise valikuna saab kasutada poolsuletud filtreid, kus filter ise on kaitstud
filtrihoidja vahel ja avatakse vaid filtri asetamiseks sailitusndusse. Saastusoht on madalam kui filtrid
avada alles laboris puhastes ja kontrollitud laboritingimustes. Kolmandana valikuna saab kasutada
suletud filterslisteeme, kus filter ei puutu valisdhuga kokku Giheski to6etapis. Esimese kahe filtritiitbi
eeliseks on see, et lisaks kommertslikult kdttesaadavatele filtersiisteemidele on vdimalik neid ka ise
kokku konstrueerida, mis teeb nende kasutamise odavamaks (samas ettevalmistamise ajakulukamaks
ja saastusohu suuremaks). Kolmandat titpi, ehk suletud filtreid, on vGimalik soetada hetkel vaid
mdonelt tootjalt (NatureMetrics, Spygen, Millipore). Seda tidpi filtrid on kdige kallimad, kuid ajakulu
eeltoddele ning kasitlemisest tulenev saastusoht on eeldatavalt minimaalne.

DNA proovide analiilisieeelseks sailitamiseks on erinevaid vdimalusi (Bruce et al., submitted).
Kasutatakse proovide kiilmutamist, kuivatamist vOi erinevaid sailituslahuseid (etanool, Longmires’
puhver, RNA Later lahus, DESS puhver). Otsus, millist meetodit kasutada, tuleb langetada ldhtuvalt
enda voimalustest ja vahendite kadttesaadavusest. Kui proovid filtreeritakse laboris ja sligavkilmikud
on koheselt kattesaadavad, on kiilmutamine lihtne ja odav lahendus proovide sailitamiseks. Kui aga
valitood kestavad kaua ja proovid filtreeritakse laborist eemal, on otstarbekas kasutada sailituspuhvrit,
mis ei eelda kiilmaahela olemasolu.

e DNA eraldamine

Labor, kus toimub keskkonnaDNA proovide eraldamine, peaks saastusohu valtimiseks olema fliusiliselt
eraldatud laborist, kus tegeletakse sama liikide koeproovidega, DNAga, DNA amplifitseerimise ning
amplifitseerimisjargsete protsessidega. Laboris peab olema tagatud pidev dhuvahetus ja dhuringlus
koos UV to6tlusega. DNA eraldamsieks kasutatakse peamiselt enamasti kommertslikult kattesaadavaid
eralduskittide ning jargitakse nende etteantud protokolle. Iga eralduskorraga tuleb teha ka
negatiivseid eralduskontrolle mis ei sisalda uuritavat DNA-d, et kontrollida eraldusetapi puhtust.

e Liigispetsiifiline voi kooslusep6hine proovide analiilisimine

Peale DNA eraldamist analiilisitakse proove kas liigipdhiselt, kasutades selleks kindlale liigile disainitud
praimerjdrjestusi ning poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR/gPCR) metoodikat (joonis 2) v&i analliusitakse
proove kooslusepdhiselt kasutades selleks uue pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiaid (joonis 3).
Mdlema analliisimeetodiga lisatakse proovide hulka negatiivsed kontrollproovid, et kontrollida
analldsietapi ja kasutatavate reagentide puhtust.
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Joonis 2. Liigispetsiifilise eDNA analllsimise etapid. Joonis K.Panksep, joonise koostamiseks on

Fluorescence

kasutatud BioRender programmi.

Liigispetsiifiliseks voorliikide tuvastamiseks gPCR meetodiga kasutatakse fluorestreeruvalt margistatud
oligonukleotiide ehk sonde ning vastavaid praimereid. Taksonispetsiifiliste praimerite disainimise
esimeseks etapiks on liigile omase spetsiifiine DNA jarjestuse ehk markergeeni valik.
Metatriipkoodistamisel kasutatakse erinevate organismirihmade puhul erinevaid geene (Bruce et al.,
submitted). Loomade puhul kasutatakse liikide eristamiseks kdige enam tsiitokroom C oksiidaasi (COI)
geeni fragmenti, kuna see piirkond on vérdlemisi varieeruv ja seetdttu sobilik erinevate liikide
eristamiseks ning sellele vastav avalikult kattesaadav standardiseeritud DNA triipkoodide
referentsandmebaas (Barcode of Life - BOLD) on kdesoleval hetkel kdige tdiuslikum (Hering et al.,
2018). Liikide eristamiseks ja maaramiseks kasutatakse taimede ja seente puhul peamiselt tuuma
ribososmaalse tsistroni (ITS), ranivetikatel rbcL (RuBiSco suurt subihikut kodeeriva geeni), kaladel ja
kahepaiksetel 12S ja COIl ja eukarlootidel laiemalt 185 DNA piirkonda (Bruce et al., submitted).
Organismiriihmale universaalsete praimerite valikul on oluliseimaks kriteeriumiks kdrgekvaliteedilise
ja kontrollitud referentsandmebaasi olemasolu.

gPCR reaktsiooni ajal seonduvad praimerid ja fluorestseeruv sond hibridiseerub (iheahelalise DNA
kiilge, DNA slinteesi kaigus sond laguneb, fluorestseeruv margis eraldub ning loob fluorestentssignaali.
lga amplifikatsioonietapi kadigus fluorestsentssignaali intensiivsus kasvab ja seda signaali
detekteeritakse ja mdddetakse gPCR masina vastavate optiliste kanalite abil. Iga PCR tsiikliga
fluorestsentsi intensiivsus kasvab proportsionaalselt slinteesitud DNA kogusega. Saadud tulemusi
analllsitakse vordleva standardkévera meetodi abil. Standardkdver valjendab DNA koguse ja Cp
(cross-point tstikkel) vahelist seost.
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Joonis 3. Kooslusepdhine eDNA anallitisimine. Joonis K.Panksep, joonise koostamiseks on kasutatud
BioRender programmi.

e Andmete analiilisimine

gPCR tulemused véljendatakse proovis leiduva DNA kogusena, mida saab teisendada analiilisitava
geeni koopiaarvuks juhul, kui on teada DNA koguse ja geenide hulga suhe ning uuritava geeni korduste
arv raku kohta. Kui seda infot teada ei ole, saab arvutamiseks kasutada kaudset seost genoomse DNA
kontsentratsiooni ja vastava qPCR Cp (crossing point cycle) vaartuse vahel. Koguse hindamisel
kasutatakse peamiselt standardkdvera meetodit. Kindla kontsentratsiooniga genoomse DNA lahusest
tehakse kaliiberlahjendus ja sellest omakorda lahjendusterea abil standardkdver. Uuritavate proovide
Cp vaartused teisendatakse standardkdvera pShimottel DNA kontsentratsiooniks.

Metagenoomsel triipkoodistamise puhul saadakse sekveneerimiselt DNA sadades tuhendetes
fragmentide lugemeid/jarjestusi, mida esimeses etapis to6deldakse bioinformaatiliselt, et leida
unikaalsed proovides leiduvatele liikidele taksonitele vastavad jarjestused ning nende jarjestuste hulk.
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1.3 eDNA metoodika tugevused ja puudused
Keskkonna DNA pdhiste meetodite tugevused:

e Mitteinvasiivne meetod — anallilisimiseks kasutatakse vaid veeproovi ja seega hdiritakse
loomulikku elukeskkonda véimalikult vahesel maaral. See on eriti oluline vahearvukate,
varjatud eluviisiga ja haruldaste liikide seirel.

o Kulu- ja ajatohusus — valitoodeks kuluv aeg on reeglina lihem ja seetdttu saab katta
monitooringuga laiemaid alasid ja proove koguda suurema tihedusega. Samuti on uue
polvkonna sekveneerimistehnoloogiate abil voimalik Gheaegselt analliisida mitmeid proove
korraga, mis vahendab ka laboritoodele kuluvat aega. Mass-sekveneerimine muutub ajas
jarjest odavamaks ja seega ka kattesaadavamaks laiemale kasutajaskonnale.

e Meetodi tundlikkus — kvantitatiivse polimeraasi ahelreaktsiooni (qPCR) meetodiga on
voimalik tuvastada organismide DNAd vaga madalate kontsentratsioonide juures. See on vaga
oluline voorliikide varajaseks tuvastamiseks ning suurendab vahearvukate ja raskesti
kattesaadavate liikide tabamise tdendosust.

e Universaalsus - samadest veeproovidest on véimalik eristada nii Uksikuid huvipakkuvaid liike
kui ka analliiisida kogu kooslust ning keskkonna elurikkust.

e Andmete vorreldavus - tulemused ei s6ltu eksperdi kogemustest ja liigitundmise oskustest.

e Paljud senised uuringud naitavad tugevat seost eDNA hulga ja isendite biomassi ja arvukuse
vahel. Samuti on vdimalik hinnata liikide suhtelist arvukust proovides

Keskkonna DNA pdhiste meetodite puudused:

e Vajadus korge kvaliteediga ja kontrollitud vordlusandmebaaside jarele — selleks, et DNA
jarjestuste abil liike maarata, on vajalikud vordlevad DNA andmebaasid, kus on korrektselt
nimetatud liigid koos nende kindlaksmaaratud DNA jarjestustega. Avalikes andmebaasides
vOib esineda mittekorrektsed maaranguid ja voib olla puudulik liigiline katvus. Samas selliseid
andmebaase tadiendatakse ja uuendatakse pidevalt ja jarjestusi ning maaranguid
kontrollitakse oma ala ekspertide poolt. Seega on juba praeguseks viidud valede maarangute
téendosus miinimumini.

e Kontaminatsioonioht — t60 erinevates etappides on véimalik proove tahtmatult saastada.
Selle kontrollimiseks lisatakse negatiivseid kontrollproove igas tooetapis.

e Metoodika uudsuse tottu vGib Idhtuvalt uuringuvaldkonna spetsiifikast olla vajalik tapse
metoodika kohandamine ja véljaté6tamine keskkonda sobivaks.

e Negatiivne proov ei kinnita, et huvipakkuvat liiki keskkonnas ei ole (sama kehtib koigi
seiremetoodikate puhul)

e eDNA abil ei ole véimalik eristada surnud ja elus isendeid.

Voimalik inhibitsioonioht - looduslikes keskkondades vdib esineda erinevaid reaktsiooni-
inhibiitoreid, mis vGivad mdjutada anallilisimise erinevaid etappe. Soovituslik on inhibitsiooni
vahendamiseks eDNA proove anallilisimist vastavate puhastuskittidega toodelda.

o eDNA abil ei saa otseselt maarata isendi vanust, pikkust ega kaalu (voib olla oluline naiteks
kalavarude seirel)
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Kdesoleva t00 peamiseks eesmargiks oli keskkonna DNA ehk eDNA pdhise meetodi valjatd6tamine
(kruptiliste) voorliikide varajaseks tuvastamiseks Ldanemeres.

To6o eesmark ja uurimisriihm

T60 teostasid Kristel Panksep (Eesti Maatilikool/Tartu Ulikool), Veljo Kisand (Eesti Maaiilikool/Tartu
Ulikool) ja Anti Vasemégi (Eesti Maaiilikool/Rootsi Pdllumajandusteaduste Ulikool).

Uuringu tellis ja uuringut rahastab Eesti Teadusagentuur Euroopa Regionaalarengu Fondist
toetatava programmi , Valdkondliku teadus- ja arendustegevuse tugevdamine” (RITA) tegevuse 1
»Strateegilise TA tegevuse toetamine” kaudu. Uuring valmis Keskkonnaministeeriumi eesmarkide
elluviimiseks.
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2. Materjal ja metoodika

2.1. Uuringualad ja eDNA proovide kogumine

KeskkonnaDNA pdhise seiremetoodika valjatootamiseks (tegevus 2.4.1) valiti uuringualaks Muuga
sadam, kui suure invasiooniriskiga piirkond ning referentsalaks Lohusalu sadam. Eeltood
valitoometoodika katsetamiseks toimusid Merivalja ja Muuga-Randvere katsealal juunis 2019 (Tabel
1). valitood keskkonna DNA proovide kogumiseks toimusid kokku kuuel korral aastatel 2019 ja 2020.
Muuga sadama akvatooriumil koguti veeproove kolmest eri piirkonnast (vaikelaevakai, viljakai,
konteinerikai, joonis 4).

Tabel 1. Tegevuse 2.4.1 uuringualad

Jaam Uuringuala Pikkus E Laius N
1 Lohusalu Referentsala 24.206574 59.402678
2 Konteinerkai Muuga, Uuringuala 24.96526 59.49006
3 Viljakai Muuga, Uuringuala 24.9575 59.494
4 Viikelaevade kai Muuga, Uuringuala 24.9383 59.4979
5 Merivdlja Esmane katseala 24.827574 59.491238
6 Muuga-Randvere Esmane katseala 24.918449 59.499464

Joonis 4. Tegevus 2.4.1 uuringualad
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Veeproovid koguti van Dorni batomeetriga integraalselt erinevatest sligavustest kogu veesamba
ulatuses. Eesmargiga suurendada voorliikide detekteerimise tdendosust sadamaalal Uldiselt, segati
erinevate kaide juurest kogutud veeproovid kokku Ghtseks pohiprooviks. Lohusalu sadamas koguti
veeproovid jahtide ja kaatrite kai (Kai 1) kGige avaveepoolsemast osast. Muuga sadamas teostati
vilitdid paralleelselt TU mereinstituudi vddrliikide seirega.

Voorliikide varajaseks tuvastamiseks sobivaima filtritlbi leidmiseks testiti kolme erinevat filtrit (joonis
5). Kaks filtrititipi on kommertslikult kdttesaadavad valmislahendused (Sterivex ja NatureMetrics) ja
Uks isekombineeritud filter (Gilemine - Whatman™ Binder-Free Glass Microfiber Grade GF/A, 47 mm +
alumine Sartorius Cellulose nitrate, white membrane, black - grid, 47 mm). Filtrite materjal ja
poorisuurused on toodud tabelis 2. Kogutud vesi filtreeriti paralleelselt kdikidele filtritlitpile kolmes
korduses, soltuvalt filtritilbist, et valtida filtri ummistumist, oli filtreeritava proovi kogus kas 600 voi
1200 ml (tabel 2). Kokku koguti valitodde kaigus 128 eDNA proovi ja 12 negatiivset kontrollproovi.
Negatiivse kontrollproovina kasutati pudeldatud Saaremaa joogivett, mis avati esmakordselt vahetult
enne filtreerimist. Proovide sdilitamiseks kasutati Longmire puhverlahust (0.1 M Tris-HCL at pH 8.0, 0.1
M EDTA, 0.1 M NacCl, 0.5% w/v SDS)( Longmire et al., 1997)

Tabel 2. T60s kasutatud filtrititibid

Filter Sterivex NatureMetrix isekombineeritud

Lihendnimi SX-capsule NM-capsule CN-CN; CN-GF

Materjal PES GF + PES GF +CN

Poori suurus um 0.22 5+0.8 5+1.2

Filtri hind 15 EUR 12 EUR 2 EUR + hoidjad
Ghekordse kuluna

Filtreeritud vee kogus filtri 600 1200 1200

kohta ml

0
U

« w“n

Joonis 5. Kasutatud filtritGdbid.
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2.2. eDNA eraldamine

eDNA eraldamiseks NatureMetrics ja iseskombineeritud filtritelt kasutati Nucleospin Tissue (Macherey
Nagel) eralduskitti ning Sterivex filtritelt DNeasy PowerWater Sterivex (QIAGEN®) kitti vastavalt
tootjapoolsetele soovitustele. DNA kontsentratsiooni maaramiseks ja kvaliteedi kontrollimiseks
kasutati NanoDrop™ UV-Vis spektrofotomeetrit (Thermo Fisher Scientific Inc.). Kuna keskkonnaDNA
proovides esineb suure téendosusega erinevaid inhibiitoreid, mis meetodi tundlikkust mdjutavad, siis
puhastati eraldatud eDNA proovid enne analiilisimist OneStep PCR Inhibitor Removal Kit (Zymo
Research,USA) kitiga vastavalt tootja protokollile.

2.3. Liigispetsiifiline voorliikide maaramine kvatitatiivse PCR (qPCR) meetodiga

2.3.1 Metoodika valjatootamiseks valitud voorliigid

Liigispetsiifilise eDNA metoodika valjatédtamiseks keskenduti esialgu nendele liikidele, kes on juba
Eestis olemas, kaetud vddrliikide seirega ning kelle levila on piisavalt lai v&i laienemas. Koostdds TU
Mereinstituudi teadlastega valiti selleks valja 8 Eesti vetes kohanenud vG&orliiki:  ogajas tolmuhari
Laonome xeprovala, Mehhiko lahest péarit merikarp Rangia cuneata, randkarp Dreissena polymorpha,
sabaloom Cercopagis pengoi, harilik randkrabi Rhithropanopeus harrisii, Virgiinia keeritsuss
Marenzelleria neglecta, imarmudil Neogobius melanostomus ja elegantne krevett Palaemon elegans
(joonis 6)
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Joonis 6. Liigispetsiifilise eDNA metoodika valjatétamiseks valitud voorliigid. Fotod: J. Kotta; A. Bick;
R. Neideman; M. Storey; P. Sluijs; Smithsonian Environmental Research Center; TU Mereinstituut

2.3.2 Liigispetsiifiliste praimerite ja margisega sondide disainimine

Antud projekti kdigus disainiti liigispetsiifilised COl (mitokondriaalne tsiitokroom-oksiidaas | geen)
Forward ja Reverse praimerid ning neile vastav sond kokku kaheksale voorliigile (Tabel 3). Praimerid
disainiti spetsiaalselt selleks loodud tarkvara (Primer3 2.3.7) abil. Seejarel testiti loodud praimerite
sobivust in-silico, mis tahendab, et praimerijarjestusi vorreldi kdigi avalikes andmebaasides olevate
DNA jarjestustega. In-silico anallilsi teostati primer-BLAST (Ye et al., 2012) tarkvaraga NCBI GENBank
andmebaasi vastu. In-silico anallilisi jargselt testiti praimereid in-vitro. Selles etapis katsetati disainitud
praimerite sobivust voorliikide koeproovidest eraldatud DNA amplifitseerimiseks. Kolmandas, in-situ,
etapis kontrolliti praimereid projekti kdigus kogutud eDNA proovidel. Metoodika optimeerimiseks ning
praimerite optimaalseima sulamistemperatuuri leidmiseks kasutati gradient-PCR metoodikat, samuti
optimiseeriti praimerite ja sondi I6ppkontsentratsioone.

Tabel 3. Liigispetsiifilised praimerijarjestused valitud voorliikidele

Liik Praimeri nimi Praimeri jarjestus 5’ -> 3’

Sabaloom Cercop_322F GGA GGT GCA GTA GAA AGA GGA
Cercop_377P [FAM]CGG CTG GTA TCG CAC ACG CTG G[BHQ-1]
Cercop_447R AGA GAT CCC AGC CAA GTG AA

Randkarp Dreiss_285F TGG GTT TTA CCT GTC TCT ATA GGA
Dreiss_319P [FAM]GTT CAG CTT TTA GGG AAG GAG GAT TCG GGG[BHQ-1]
Dreiss_416R TCT ATC GCA GGG CCT GAATG

Merikarp Rangia_509F AAA GTG GTT CTG GGA CTG GT
Rangia_P [FAM]ACA CCC AGG CCC CGC TAT GGA[BHQ-1]
Rangia_422R AAG ACA AAC CAC CAA CAT GCA

Umarmudil GobyCOI_F2d CTT CTG GCCTCCTCT GGTGTT G
GobyCOI_R2d CCC TAG AAT TGA GGA AAT GCC GG
GobyCOI-Pr [FAM]CAG GCA ACT TGG CAC ATG CAG[BHQ-1]

Ogajas tolmuhari Laonome_128R GCA TGA GCC GTC ACA ATA GA

Laonome_54P [FAM]TCG GGT AGA GCT TGG ACA ACC TGG ATC A[BHQ-1]
Laonome_6F TTT AGG GGT GTG ATC GGG AA
Virgiina Maren_258_F TCT GACTTCTTCCTCCATCACT
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keeritsuss Maren_282P [FAM]CCC TCC TGG TTT CAT CTG CAG CAG TTG A[BHQ-1]

Maren_382R TAC AGA AGG TCC GGC ATG AG
Elegantne Palaem_108P [FAM]CCT GGC AGG TTG ATT GGA AAT GAC CA[BHQ-1]
krevett Palaem_224R CAG TCAATT TCCAAATCCGCCA

Palaem_37F TTATTT TCG GAG CCT GAG CAG
Harilik Rhith_697F ACCTGC CTT TGG AAT AATTTCTCA
réndkrabi Rhith_793P [FAM]TGG CGT TTT AGG ATT TGT TGT CTG AGC TCA[BHQ-1]

Rhith_880R AGT GGC AGA AGT AAAGTAAGCT

2.3.3gPCR

Voorliikide tuvastamiseks kogutud keskkonna DNA proovides loodi igale valitud liigile vastav gPCR
standardkdver. 1:10 lahjendusteseeria (10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001, 0.00001 ng/uL) abil loodi iga
voorliigi koeproovi DNA kaliiberlahusest standardkdver. Liigispetsiifilise COl geeni tuvastamiseks
kasutati disainitud praimereid ja sondipShist TagMan® tehnoloogiat. Iga gPCR reaktsioonisegu mahuga
10ul koosnes jargmistest komponentidest: 1x HOT FIREPol® Probe Universal gPCR Mix (Solis BioDyne),
0,2 uM F ja R praimer (va Dreissena 0.4 uM) ning 0,2 uM flurostsentsmargisega sond, 2,5% DMSO ja
Glejadnud mahus dH20 (Molecular grade). Keskkonnaproovi analiitsiti kolmes korduses ning iga gPCRi
anallilsiplaat sisaldas lisaks uuritavatele proovidele negatiivseid kontrollproove ning positiivseid
standard DNA lahjendusi. Koik gPCR analiitisid teostati LightCycler® 480 System (Roche Life Science)
seadmel 384 kannulist platvormi kasutades. gPCR programmid on toodud tabelites 4 ja 5.

Tabel 4. qPCR programm liikidele Laonome xeprovala, Rangia cuneata, Rhithropanopeus harrisii,
Marenzelleria neglecta, Neogobius melanostomus ja Palaemon elegans

Etapp Temperatuur Aeg Tsuklite arv
Poliimeraasi aktivatsioon 95°C 10 min 1
Denaturatsioon 95°C 20 sek

Praimerite seondumine ja 60°C 1 min 45

elongatsioon

Tabel 5. gPCR programm liikidele Dreissena polymorpha ja Rangia cuneata

Etapp Temperatuur Aeg Tsuklite arv
Poliimeraasi aktivatsioon 95°C 10 min 1
Denaturatsioon 95°C 20 sek
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Praimerite seondumine ja 54°C 1 min 45
elongatsioon

2.4 Metatriipkoodistamine

eDNA proovide mass-sekveneerimiseks kasutati varasemalt avaldatud ja korduvalt testitud
universaalseid Metazoa COIl praimereid (mICOlintF - (Leray et al., 2013)ja jgHC02198 - (Geller et al.,
2013)). Praimeripaar sai védlja valitud seetbttu, et need on juba varasemate uuringute valideeritud
(Lacoursiere-Roussel et al., 2018) ning neile on olemas vastav usaldusvaarne referentsandmebaas
(BOLD) ning bioinformaatiline t66riist (BARQUE). DNA sekveneerimisraamatukogu valmistati kahes
etapis. Esimeses etapis amplifitseeriti eDNA proovid geenispetsiifiliste praimeritega millele oli lisatud
Uleulatuvad adapterjarjestused. 20 pl reaktsioonisegu sisaldas 3 pl DNA-d, 0.8 pl mICOlintF-tag ja 0.8l
jgHC02198-tag praimerit (10 uM), 10 pl 2x Qiagen Multiplex PCR Kit enstiimisegu (2X), 4 ul Solution
Q (5X) (Qiagen) ja 1.4 ul RNaasi-vaba vett (Qiagen). KGik eDNA proovid amplifitseeriti kolmes korduses.
PCR programm on toodud tabelis 6. Amplifikatsiooni, produkti suuruse ja adapterjarjestustega
praimerite seondumise kontrollimiseks visualiseeriti PCR produktid geel-elektroforeesi abil. 1.5%
agaroosgeeli valmistamiseks kasutati Atlas ClearSight Gold Tablets with TAE tablette (BIOATLAS) ja MQ
vett. 5 pl PCR produkti segati 6X TriTrack DNA Loading Dye (ThermoFisher Scientific) varviga ja kanti
geelile. Suurusmarkerina kasutati GeneRuler Low Range ja GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladderit
(ThermoFisher Scientific).

Tabel 6. DNA sekveneerimsraamatukogu esimese etapi PCR programm

Etapp Temperatuur Aeg Tsuklite arv
Polimeraasi aktivatsioon 95 °C 15 min 1
Denaturatsioon 94 °C 30 sek

Praimerite seondumine 52°C 30 sek 35
Elongatisoon 72°C 1 min

LGppstintees 72°C 30 min 1

Jahutus 4°C oo

Kuna Uhe sekveneerimise protsessi kaigus sooviti anallilisida koos mitmeid proove, siis selleks et
hilisema analiusi kdigus oleks vGimalik erinevaid proove (iksteisest eristada, lisati DNA raamatukogu
valmistamise teises etapis igale proovile unikaalsed adapterjarjestusega seonduvad ning
vOtmejarjestusi sisaldavad Illumina indeksid (nn indekseerimine). Indekseerimiseks tehti esimese etapi
PCR produktidest 1:20le lahjendused. 20 ul reaktsioonisegu sisaldas 1 pl 1:20le lahjendatud
adapterjarjestusega PCR produkti, 2 pl unikaalset F ja R indeksit (5uM) , 10 pl Phusion High-Fidelity
PCR Master Mix (Thermo FishcerScientific) ensiilimisegu (2X) ja 5 pl dH20 (Molecular grade).
Indekseerimisprogramm on toodud tabelis 7. Indeksite seondumine kontrolliti geel-elektroforeesi abil
sarnaselt eelnevalt kirjeldatud metoodikale.
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Tabel 7. IndeksPCR programm

Etapp Temperatuur Aeg Tsuklite arv

Enstumi esmane 98°C 2 min 1

aktiveerimine

DNA denaturatsioon 98 °C 20 sek

Primerite seondumine 60 °C 30 sek 12

DNA ahela siintees 72°C 30 sek

Léppsiintees 72°C 5 min 1

Indekseeritud proovid segati omavahel kokku (heks DNA raamatukoguks ja uue pdlvkonna
sekveneerimisteenus telliti firmalt Asper Biogene kasutades lllumina MiSeq sekvenaatorit.

2.5 Andmete analtdsimine

2.5.1 gPCR

Kuna kasutatud mitokondriaalse COIl geeni ja uuritava looma koest eraldatud DNA vahelist suhet ei ole
kuigi kerge tuvastada, kasutati genoomse DNA kontsentratsiooni ja vastava qPCR Cp vaartuse vahelist
kaudset seost. Uuritavate proovide Cp vaartused arvutati samal pohimdttel DNA kontsentratsiooniks.
Saadud andmeid analllsiti standardsete statistiliste meetoditega (ANOVA ja Tukey post-hoc
paariviisiline vordlus), et tuvastada kasutatud meetodite sarnasusi/erinevusi. Andmeanallis viidi
programmiga R-Statistic (R Core Team 2013).

2.5.2 Metatriipkoodistamine

Bioinformaatiliseks analtitisiks kasutati tooriista BARGUE v1.5.2 (Lacoursiére-Roussel et al., 2018)
(https://github.com/enormandeau/barque). Tulemuseks on nn molekulaarsete taksonoomiliste
Uhikute (mOTUd inglise keeles molecular operational taxonomic units) arvukused, mida anallilsitakse
sobilike statistiliste meetodite abil.
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3. Tulemused ja arutelu

3.1. Vaorliikide eDNA olemasolu ja hulga maaramine gPCR metoodika abil, eDNA

eraldamise meetodite vordlus

Kaesoleva projekti raames valjatootatud liigispetsiifilisi praimereid ja sonde kasutades analiilsiti 8
vOOrliigi esinemist kdigis kogutud veeproovides (N=128). qPCR tulemused ning filtreerimise ja eDNA
eraldamise metoodika vérdlused on esitatud joonistel 7 kuni 11 ning statistiliste analliliside tulemused
on esitatud lisa tabelites 1 kuni 5. Uldjuhul osutus eDNA saagis kdige kérgemaks isekombineeritud
filterstisteemi kasutades ning see erinevus oli alati ka statistiliselt oluline.

Kogutud veeproovides tuvastati kdige sagedamini Umarmudila eDNAd (N=99). Sealjuures olid Lohusalu
sadama proovialal imarmudila eDNA saagised oluliselt kdrgemad (Joonis 5). Antud liigi puhul osutus
koige efektiivsemaks isekonstrueeritud filtersiisteem ning erinevus filtritllpide ja proovikoha eDNA
saagikuse vahel oli statistiliselt oluline (lisa tabel 1). Umarmudilat peetakse iiheks invasiivseimaks
vOorliigiks, Eesti rannikumeri on Umarmudilale soodne elupaik - talle jagub siin piisavalt toitu ja
looduslikke vaenlasi on vihe (TU Mereinstituut, 2020). Kuna kalad on vees pidevas liikumises eritavad
nad pidevalt Umbritsevasse keskkonda oma DNAd, mis péarineb kala naharakkudest, kaitsvast
limakihist, soomustest, eritistest vdi kudemise ajal vette vabastatud sugurakkudest. Seetdttu on ka
veesambas lisaks iimarmudilale ka teised kalaliigid eDNA abil vordlemisi lihtsasti tuvastatavad (Hanflig
et al., 2016; Bruce et al., submitted)

Rangia cuneata eDNAd leiti kokku vaid 15st analiilisitud veeproovist. Antud liigi eDNAd tuvastati
enamasti madalates kontsentratsioonides nii Muuga kui ka Lohusalu uuringualal 2019. aasta oktoobri
ja 2020. aasta aprilli proovides ning lisaks ainult Lohusalus augustis 2019 ja marstis 2020. Ka selle liigi
koige kérgema eDNA saagikuse andis isekonstrueeritud filter (joonis 8; Lisa Tabel 2). V&6rliik Rangia
cuneata leiti esmakordselt Eestist 2014. aastal Parnu lahe pdhjaosas. Mereinsitituudi 2019. ja 2020.
aasta seirearuannete pohjal leiti liiki 2020. aastal vaid Parnu lahe veekogumis. Kuna 2020. aastal tabati
liiki esmakordselt ka pShjaammutajaga, arvatakse, et liigi asustustihedus Parnu lahes on oluliselt
kasvanud. Senini ei ole seda liiki rannikumere seire raames muudes piirkondades tidheldatud (TU
Mereinsitituut, 2019, 2020). Kuna antud liigi DNAd tuvastati ka DNApGhise metazoa koosluse anallilisi
kdigus, vOib arvata, et tGendoliselt on Rangia cuneata asustustihedus kaesolevas t66s kasutatud
uuringualadel niivérd vaike, et traditsiooniliste meetoditega ja pliligivahenditega neid seal tabada on
vaga ebatbendoline. Rangia cuneata eDNA sattumine Muuga sadama proovialale laevade ballastveest
on samuti véimalik, mitte aga Lohusalu proovialale.
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Joonis 7. Unimudila eDNA hulk séltuvalt kasutatud filtri tiilibist ja proovide kogumise asukohast.
Joonisel on toodud eDNA hulga mediaanvaartus ning elamine ja alumine kvartiil (25%, 75% “vurrud”).
MN ja Qiagen tahistavad eraldusmetoodikat, CN_CN - tselluloosnitraat, CN_GF - GF/A klaasfiiber,
NM_capsule - NatureMetrics ja SX_capsule - Millipore Sterivex, CN - isekombineeritud filter koos).
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Joonis 8. Karbi Rangia cuneata eDNA hulk s6ltuvalt kasutatud filtri tlilibist ja proovide kogumise
asukohast. Joonisel on toodud eDNA hulga mediaanvaartus ning elamine ja alumine kvartiil (25%,
75% “vurrud”). MN ja Qiagen tahistavad eraldusmetoodikat, CN-CN = tselluloosnitraat, CN-GF = GF/A
klaasfiiber, NM_capsule = NatureMetrics ja SX_capsule = Millipore Sterivex, CN - isekombineeritud

filter koos).

Sabalooma Cercopagis pengoi eDNAd tuvastati kokku 51s veeproovis. Sabalooma DNAd leiti kdigis
2019. ja 2020. aasta augustis kogutud veeproovides. Teistel aasta-aegadel sattus sabalooma DNAd
vaid Uksikutesse proovidesse. Antud vesikirbu eDNA saagikus oli kdrgem Muuga sadama akvatooriumil
(joonis 9). TU Mereinsitituudi vddrliikide seire on ndidanud, et sabaloom on Eesti rannikumeres
laialdaselt levinud. Alates 2016. aastast on C. pengoi planktoni hulgas esinenud juuni |8pust
septembrini (seirekuud aprill - oktoober). See toetab eDNA pd&hiseid tulemusi - suvistes proovides liiki
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tuvastati, kuid teistel aastaaegadel vaid vaga liksikutses proovides ja madramispiiri lahedastes
kontsentratsioonides. Kdesoleva t60 kaigus leidsime, et sabalooma DNA puidmiseks veesambast
sobivad metoodiliselt tegelikult kdik katsetatud filtritlitibid (lisa tabel 3).
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Joonis 9. Sabalooma eDNA hulk séltuvalt kasutatud filtri tlilibist ja proovide kogumise asukohast.
Joonisel on toodud eDNA hulga mediaanvaartus ning elamine ja alumine kvartiil (25%, 75%
“vurrud”). MN ja Qiagen tahistavad eraldusmetoodikat, CN_CN = tselluloosnitraat, CN_GF = GF/A
klaasfiiber, NM_capsule = NatureMetrics ja SX_capsule = Millipore Sterivex, CN - isekombineeritud
filter koos).

Randkarbi eDNAd tuvastati kokku 21s veeproovis, peamiselt vaid augusti ja oktoobrikuu filtritelt.
Tuvastatud eDNA kontsentratsioonid olid kiill pigem madalad, aga tdnu meetodi tundlikkusele oli
vOimalik siiski liigi esinemine uuritud proovialadel tuvastada. Kdige sobilikumaks osutus ka selle liigi
puhul isekombineritud kahefiltriline stisteem (joonis 10), mille pealmine, suurema poorisuurusega
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GF/A filter, pliiab just osakestega seotud eDNAd. Rindkarpide purjukvastsed elavad veesambas ja see
vOib selgitada suuremate DNA koguste leidmise augustikuistes proovides. Samuti jouab karpide DNA
veesambasse ka siis, kui nad kellegi poolt dra sliliakse ja seetdttu satuvad nende kudede osakesed
vette. Oktoobris, kus suuremad eDNA kogused saadi just GF/A filtritelt ja vaba DNA kogused olid
madalamad, vdib arvata, et see on sinna sattunud just daraséomise kaigus Idohutud kudedest. Lohusalu
ja Muuga proovide DNA koguste vahel statistilistselt olulist erinevust ei tuvastatud (lisa tabel 4). Muuga
sadama akvatooriumi proovides traditsioonilise v&drliikide seire kdigus randkarpi ei leitud (TU
Mereinstituut 2019, 2020).
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Joonis 10. Randkarbi eDNA hulk séltuvalt kasutatud filtri tllbist ja proovide kogumise asukohast.
Joonisel on toodud eDNA hulga mediaanvaartus ning elamine ja alumine kvartiil (25%, 75%
“vurrud”). MN ja Qiagen t3histavad eraldusmetoodikat, CN_CN = tselluloosnitraat, CN_GF = GF/A
klaasfiiber, NM_capsule = NatureMetrics ja SX_capsule = Millipore Sterivex, CN - isekombineeritud

filter koos).

23

%, RITA =
mereRITA

Eurooy tuleviku heaks
Regionaalarengu Fond




Eesti Teadusagentuur
¢ * Estonian Research Council

Virgiinia keeritsussi DNAd leiti kokku 48s veeproovis. Kdige suuremad olid M. neglecta DNA kogused
kevadistes - mértsi ja aprillikuistes proovides. Ka TU Mereisntituudi seiretulemustes moodustasid M.
neglecta vastsed martsis ja aprillis suurima osa Muuga sadama zooplanktoni koguarvukusest ja
biomassist (TU Mereinsitituut, 2020). Antud v&drliigi eDNAJ leiti rohkem Lohusalu sadama proovides
ja koige efektiivsemaks filtritlilibiks osutus kaheosaline isekombineeritud filter. Erinevus
proovikohtade ja filtritiUpide vahel oli statistiliselt oluline (Joonis 11, lisa tabel 5).
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Joonis 11. Virgiinia keeritsussi eDNA hulk s6ltuvalt kasutatud filtri tilbist ja proovide kogumise
asukohast. Joonisel on toodud eDNA hulga mediaanvaartus ning elamine ja alumine kvartiil (25%,
75% “vurrud”). MN ja Qiagen tahistavad eraldusmetoodikat, CN_CN = tselluloosnitraat, CN_GF =
GF/A klaasfiiber, NM_capsule = NatureMetrics ja SX_capsule = Millipore Sterivex, CN -
isekombineeritud filter koos).
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Kuna antud uuringuperioodi jooksul oli voorliikide Laonome  xeprovala (ogajas tolmuhari),
Rhithropanopeus harrisii (randkrabi) ning Palaemon elegans (elegantne krevett) DNA kogus
veeproovides maaramispiiri lahedastes kontsentratsioonides, siis nende liikide tuvastamiseks sobiliku
filtrittlbi ja eraldusmetoodika valjaselgitamine kahjuks ei olnud vdimalik. Vdorliikide seire kdigus ei
ole alates 2017. aastast randkrabi Muuga lahes leitud, mis selgitab liigi DNA Ulimadalad
kontsentratsioonid kogutud veeproovides. Kuigi elegantse kreveti tdiskasvanud isendeid leiti nii 2019.
kui ka 2020. aasta Muuga sadama kaidarse seire kdigus ja vasteid leiti ka 2019. aasta zooplanktoni
proovides (TU Eesti Mereinstituut, 2019, 2020), siis kahjuks jdid antud liigi DNA kogused metoodika
|6plikuks katsetamiseks ja optimeerimiseks liiga madalaks. Kokkuvotvalt vGib 6elda, et neile kolmele
voorliigile valjatootatud liigispetsiifiine DNA pdhine metoodika vajab optimeerimist suurema arvu
proovidega.

3.2. Loomade (Metazoa) metatriipkoodistamise - mass-sekveneerimise tulemused

Metagenoomse sekveneerimise ehk metatriipkoodistamise anallils naitas, et proovides esines
vdhemalt 147 erinevasse perekonda kuuluvat (193 liiki) looma (Metazoa), nende hulgas kdige
arvukamalt lilijalgsete (Arthropoda), réngusside (Annelida) ja limuste (Mollusca) esindajaid. Ulevaade
suhtelistest arvukustest perekonna tasemel on esitatud lisa joonistel 1 ja 2. Uhe niitena leiti kdigist
kogutud veeproovidest kokku 21 kalaliigi eDNAd. Seega antud metoodika véimaldab saada vaga
laiapGhjalisi andmeid proovikogumisalade elurikkuse kohta.

Joonisel 12 ja tabelis 8 esitatud tulemustest on ndha, et peamiselt erinevad proovialade kooslused.
Filtri tidbi mdju koosluses leiduvale liigilisele mitmekesisusele on kiill statistiliselt oluline kuid vaiksem.
Uksikute perekondade suhtelise arvukuse andmed on esitatud lisa joonistel 1 ja 2.

Tabel 8. Filtritlitibi, eralduskiti ja proovivotu koha mdju metagenoomse sekveneerimise tulemusel
saadud liigilisele mitmekesisusele, nende tulemuse saamisel on kasutatud ainult pdhilisi
proovikogumise alasid (Muuga sadam ja Lohusalu)

Muutuja df Dispersioon F Pr(>F)
Filtri tlp 2 6,03 3,4 0,001
ProovivGtu koht 1 12,61 14,22 0,001
Jaak 325 288,2 NA NA
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Joonis 12. Metagenoomselt sekveneeritud proovide riihmitumine vastavalt proovialale ning kasutatud
filtri thObile (analtitisiks on kasutatud ordineerimist - ddRDA). Md&lemad riihmitavad tunnused
(prooviala ja filtri tiilip) olid statistiliselt olulised (vt tabelit 4).
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Joonis 13. Teadaolevate Eesti voorliikide esinemine ja suhteline arvukus metatriipkoodistamise
andmestikus.

DNA péhine koosluse analiilis naitas, et voorliikidest esines kdige arvukamalt veeproovides
Marenzelleria viridis DNAd (joonis 13), temale jargnes toruvdahk Amhibalanus improvisus. Kokku
tuvastati metatriipkoodistamise kdigus Muuga ja Lohusalu sadama piirkonnas 12 voorliiki.

Koosluse analiilsi tulemusel tuvastati veeproovidest ka randkrabi, voot-kirpvahi ja elegantse kreveti
DNAd, mida gPCR analiilisiga leiti vaid Glimadalates kogustes ja mistottu liigispetsiifiline qPCR protokoll
vajab veel optimeerimist (tabel 9). Mdlema meetodiga tuvastatud voorliigid on toodud tabelis 9.
Metatriipkoodistamise andmetes leidus palju Marenzellaria viridis’e DNAd. Sellele liigile gPCR
metoodikat antud projekti raames valja ei to6tatud kill aga testiti qPCR abil sama perekonna, aga
teise liigi, M. neglecta eDNA hulka, mis naitas selle liigi suhteliselt tagasihoidlikku levikut.

3.3. Kontrollproovide tulemused

Kontrollproovidesse sattunud DNAd on ko&ige ilmekamalt vGimalik esitada metatriipkoostamise
tulemuste abil. Joonis 14 demonstreerib selgelt, et kdik kontrollproovid on vdga erinevad proovialadelt
kogutud veeproovidest, kontrollproovide detailsem analliis néitas, et neisse sattunud DNA on
juhuslikku paritolu aga mitte arvukas - valdavalt ainult m&neks tksidud jarjestuse lugemid (sh inimese
omad, mis on Usna loomulik kdrvalnahtus, sest metoodika on ulitundlik). Teise kasutatud metoodika,
gPCR pdéhise testimise kaigus ei leitud negatiivsetest kontrollproovidest thelgi juhul uuritavate liikide
DNAd.
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Tabel 9. Kooslusepdhise ja liigispetsiifilise 1ahenemise vordlus. - opt tdhendab, et meetod vajab

optimeerimist.

Liigi nimi

KooslusepGhine anallits

Liigispetsiifiline anallis

Amphibalanus improvisus
Potamopyrgus antipodarum
Dreissena polymorpha
Neogobius melanostomus
Rhithropanopeus harrisii
Palaemon elegans
Gammarus tigrinus
Evadne anonyx
Cercopagis pengoi
Rangia cuneata
Marenzelleria neglecta
Marenzelleria viridis

Laonome xeprovala

+

NA
NA

+

- opt
- opt
- opt

NA

NA

- opt

Eurgopa Liit Eesti
Eurcopa tuleviku heaks
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Joonis 14. Metagenoomselt uuritud proovide riihmitumine kui analldsi on lisatud erinevad
kontrollproovid: eralduskontroll - tiihi kontrollproov DNA puhastamise/eraldamise etapis, FN - nn
‘field’ negative’ kontrollproov, koos tegelike merest véetud veeproovidega tehtud kontrollproov
kasutades kauplusest ostetud puhast joogivett, mock-kooslus - teadaolevate invasiivsete voorliikide
(millised? DNA), PCR negatiivne kontroll on PCR tehtud tiihiproov, Merivilja ja Muuga-Randvere on
Uhekordselt anallilsitud proovialad (juunis 2019), et katsetada tldist to6voogu.

4. Kokkuvote

Kdesoleva projekti raames tootati valja keskkonna DNA pd&hised meetodid vddrliikide varajaseks
tuvastamiseks Ladnemeres. Selleks koguti 2019-2020. aastal Lohusalu ja Muuga sadama akvatooriumil
veeproove eDNA eraldamiseks ja anallilisimiseks. Selleks, et leida Ladanemere oludesse sobivaim
metoodika, testiti proovide kogumiseks erinevaid filtritiiipe ja eDNA eraldamiseks erinevaid
metoodikaid. Voorliikide tuvastamiseks kasutati liigispetsiifilist  ja kooslusepdhist
(metatriipkoodistamine) ldhenemist. T60 kaigus disainiti liigispetsiifilised COI (mitokondriaalne
tsitokroom-oksiidaas | geen) praimerid ning neile vastav sond kokku kaheksale voorliigile, kes on juba
Eestis olemas, kaetud voorliikide seirega ning kelle levila on piisavalt lai voi laienemas. Loodud
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praimeritega anallisiti kogutud veeproove nende voorliikide tuvastamiseks. Kaheksast valjavalitud
liigist saadi qPCR metoodika optimeeritud viiele liigile (imarmudil, randkarp, virgiinia keeritsuss,
merekarp). Kolmele liigi (ogajas tolmuhari, randkrabi, voot-kirpvahk) puhul vajab liigispetsiifiline
metoodika veel optimeerimist suurema arvu proovidega, kuna kogutud proovides oli nende liikide DNA
hulk vaga madal. Metatriipkoodistamise kdigus leiti proovidest vahemalt 147. erinevasse perekonda
kuuluvat (193 liiki) looma. Kdige arvukamalt leiti proovides lilijalgsete (Arthropoda), rongusside
(Annelida) ja limuste (Mollusca) esindajaid. Seni Eestis leitud vdorliike tuvastati Lohusalu ja Muuga
sadama veeproovide eDNA kooslusepdhise anallilisiga 12, Ghtegi uut v6orliiki ei tuvastatud.

Too kaigus testitud filtritest osutus pea kdikide liikide puhul sobivaimaks isekombineeritud kaheosaline
filterstisteem. Erinevus tuli ennekdike vilja liigispetsiifilisel gPCR analiiiisil. Metatriipkoodistamisel filtri
tUdp statistiliselt olulist rolli ei manginud. Samuti ei olnud olulist erinevust eDNA eraldamisemetoodika
vahel.

Kuigi eDNA pdhised meetodid on vordlemisi uued, on mitmeid pdhjuseid, miks oleks oluline nende
|Glitamine Eesti traditsioonilistesse seireprogrammidessea.

eDNA metoodika on sobilik traditsiooniliste meetodite tdiendamiseks, naiteks saab eDNA abil
eelnevalt kindlaks teha kohad, kus uuritavaid liike voiks esineda ja seejdrel teha traditsiooniliste
meetoditega uuringuid fokusseeritult nendel aladel.

Kulu- ja ajatohusus — monitooringuga saab katta laiemaid alasid ja proove koguda suurema
tihedusega. Samuti on laboris voimalik Giheaegselt analliiisida mitmeid proove korraga.

Meetod on mitteinvasiivne — anallilsimiseks kasutatakse vaid veeproovi ja seega hdiritakse
loomulikku elukeskkonda véimalikult vahesel méaaral. See on eriti oluline vahearvukate ja haruldaste
liikide seirel.

Meetodi tundlikkus — organismide DNAd on vdimalik tuvastada juba vdga madalate
kontsentratsioonide juures. See on vaga oluline voorliikide varajaseks tuvastamiseks ning suurendab
vahearvukate ja raskesti kdttesaadavate liikide tabamise t6endosust.

Tulemused ei soltu eksperdi kogemustest ja liigitundmise oskustest ja seetdttu on tulemused
vorreldavamad.

Morfoloogiliste tunnuste abil raskesti eristatavaid arengustaadiumeid (vastsed, noorjargud) on DNA
pohiselt voimalik tapsemini liigini maarata.

eDNA on riiklikes seireprogrammides kasutusel juba mitmets Euroopa riigis (Belgia, Suurbritannia,
Prantsusmaa, Hispaania, Portugal) ja praeguseks viljaté6tamisel on DNA pdhise monitooringu
standardid bioloogilistele kvaliteedielementidele liitmaks need EL Veepoliitika ja EL Merestrateegia
raamdirektiivi (2000/60/EU ja 2008/56/EU). Peame oluliseks valmisolekut eDNA pdhiste meetodite
rakendamiseks riiklikes seireprogrammides juba praegu. Metoodika arendamise ja valjatootamisega
oleme joudnud niikaugele, et Eesti vGiks olla valmis eDNA pd&histe metoodikate lilitamiseks riiklikesse
seireprogrammidesse ja seda nii mere kui mageveekogude seiresse.

Kokkuvétvalt voib 6elda, eDNA liigispetsiifilisel anallilisimisel ja metatriipkoodistamisel on suur
potentsiaal voorliikide varajaseks avastamiseks Eesti rannikualade keskkonnaproovides.
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Traditsiooniliste ja innovatiivsete meetodite integreerimine vdiks olla jargmine samm bioloogilise
mitmekesisuse ja voorliikide seire jaoks teabe hankimisel.

5. Soovitused seireprogrammi taiendamiseks

Soovitame eDNA pdhise analiitsi lllitada l|ahiajal voorliikide riiklikusse seire programmi. Selle
metoodika peamine eesmark oleks olla eelhoiatussiisteemiks, et tuvastada vGimalikke uusi v&orliike,
ka selliseid keda on visuaalselt raske madarata. Invasiivsete voorliikide puhul on nende varajane
avastamine adarmiselt oluline, kuna see vdimaldab vajadusel rakendada kiireid vastumeetmeid.
Siinkohal tulevad vélja eDNA pd&histe meetodite eelised, sest vdaga madalate arvukuste juures on
traditsiooniliste meetoditega vodliikide tuvastamine vaga keeruline. eDNA meetodite abil oleks
vOimalik kullaltki vaiksemahulise ja pisteliste proovide kogumise abil kontrollida vdorliikide levimist
suurte aladel. Mélema DNA pdhise meetodiga, st metatriipkoodistamine ja liksikute liikide eDNA
kvantifitseerimise abil saab Gheaegselt analiitisida suurt arvu proove, metatriipkoodistamise abil saab
korraga analllsida lausa sadu proove. Ka saab eDNA proove koguda suurema tihedusega vorreldes
klassikaliste loomade kinnipliidmisel pGhineva seiremetoodikaga, mis on aja- ja to6joumahukad
ettevotmised. eDNA pohise seire teiseks eesmargiks oleks nende olemasolevate voorliikide, kelle
levikust puudub veel piisav andmestik, voimalike esinemisalade tuvastamine. eDNA leiu korral tuleks
siiski liigi olemasolu kinnitada elusate organismide tabamisega, ainult eDNA pdhine tuvastamine ei ole
liigi asurkonna laienemise I6plikuks tdendiks.
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Lisad
Lisa Tabel 1. eDNA saagiste statistiline analiis sdltuvalt proovivdtu kohast
ning kasutatud filtri tllbist. Alumises osas on esitatud erinevate
filtritiipide vaheliste vdrdluste tulemused. Uuritud unimudila esinemist, df-
vabadusastmete arv, SS - ruutude summa, MSS- keskmine ruutude summa, CI -
usalduspiir, P adj - korrigeeritud p vaartus.
Neogobius melanostomus df SS MSS F vaartus Pr (>F)
**Filtri.tddp** 4 171.7 42.93 54.43 0.0001
**Proovivétu.koht** 1 259.2 259.2 328.6 0.0001
*xJaakx* 1164 918.1 0.7887 NA NA
**Filtri.tlilip** Erinevus AlumineCI UlemineCI p adj
**CN-GF vs CN-CN** 0.3589 0.1501 0.5677 <0.001
**NM capsule vs CN-CN** 0.3224 0.08895 0.5559 0.002
*SX capsule vs CN-CN** 0.3987 0.1899 0.6075 <0.001
**CN vs CN-CN** 1.241 1.007 1.474 <0.001
**NM capsule vs CN-GF** -0.0365 -0.27 0.197 0.993
**SX capsule vs CN-GF** 0.03976 -0.1691 0.2486 0.985
**CN vs CN-GF** 0.8819 0.6484 1.115 <0.001
**SX capsule vs NM capsule** 0.07626 -0.1572 0.3097 0.900
**CN vs NM capsule** 0.9184 0.6626 1.174 <0.001
**CN vs SX capsule** 0.8421 0.6086 1.076 <0.001
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Lisa tabel 2. eDNA saagiste statistiline analiis sdltuvalt proovivdtu kohast

ning kasutatud filtri tllbist. Alumises osas on esitatud erinevate
filtritiipide wvaheliste voérdluste tulemused. Uuritud karbi Rangia cuneata
esinemist, df- vabadusastmete arv, SS - ruutude summa, MSS- keskmine ruutude
summa, CI - usalduspiirid, p adj - korrigeeritud p vaartus.
Rangia cuneata df SS MSS F vaartus Pr (>F)
**Filtri.tddp** 4 124.4 31.09 21.96 <0.001
**Proovivétu.koht** 1 44.77 44.77 31.63 <0.001
**Residuals** 1164 1648 1.415 NA NA
**Filtri.tilp** Erinevus AlumineCI UlemineCI p adj
**CN-GF vs CN-CN** 0.2146 -0.06515 0.4944 0.223
**NM capsule vs CN-CN** -0.3111 -0.6238 0.00170 0.052
**SX capsule vs CN-CN** -0.37 -0.6497 -0.09024 0.003
*CN vs CN-CN** 0.5655 0.2527 0.8783 <0.001
NM capsule vs CN-GF** -0.5257 -0.8385 -0.2129 <0.001
*SX capsule vs CN-GE** -0.5846 -0.8643 -0.3048 <0.001
**CN vs CN-GF** 0.3509 0.03811 0.6637 0.019
SX capsule vs NM capsule** -0.05892 -0.3717 0.2539 0.986
**CN vs NM capsule** 0.8766 0.5339 1.219 <0.001
**CN vs SX capsule** 0.9355 0.6227 1.248 <0.001
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Lisa tabel 3. eDNA saagiste statistiline analiiis sdltuvalt proovivdtu kohast

ning kasutatud filtri tllbist. Alumises osas on esitatud erinevate
filtritiipide vaheliste vdrdluste tulemused. Uuritud sabalooma esinemist, df
- vabadusastmete arv, SS - ruutude summa, MSS- keskmine ruutude summa, CI -
usalduspiirid, p adj - korrigeeritud p vaartus.
Cercopagis pengoi df SS MSS F vaartus Pr (>F)
**Filtri.tddp** 4 13856 3464 3.937 0.004
**Proovivétu.koht** 1 35606 35606 40.47 <0.001
**Residuals** 1164 1024090 879.8 NA NA
**Filtri.tlilip** Erinevus AlumineCI UlemineCI p adj
**CN-GF vs CN-CN** 3.359 -3.615 10.33 0.681
**NM capsule vs CN-CN** 3.921 -3.877 11.72 0.645
**SX capsule vs CN-CN** 9.891 2.917 16.87 0.001
**CN vs CN-CN** 5.348 -2.449 13.15 0.332
**NM capsule vs CN-GF** 0.562 -7.236 8.36 0.999
**SX capsule vs CN-GF** 6.532 -0.4425 13.51 0.079
**CN vs CN-GEF** 1.989 -5.809 9.787 0.957
**3X capsule vs NM capsule** 5.97 -1.828 13.77 0.224
**CN vs NM capsule** 1.427 -7.115 9.969 0.991
**CN vs SX capsule** -4.543 -12.34 3.255 0.503
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eDNA saagiste statistiline analiiis sdltuvalt proovivdtu kohast
esitatud

erinevate

filtritiipide vaheliste vdrdluste tulemused. Uuritud radndkarbi esinemist, df

- vabadusastmete arv,
usalduspiirid, p adj

Dreissena polymorpha df
**Filtri.tulip** 4
**Proovivétu.koht** 1

**Residuals** 1164

**CN-GF vs CN-CN**
**NM capsule vs CN-CN**
**SX capsule vs CN-CN**
**CN vs CN-CN**
**NM capsule vs CN-GF**
**3X capsule vs CN-GF**
**CN vs CN-GF**

**3X capsule vs NM capsule**

**CN vs NM _capsule**

**CN vs SX capsule**

SS - ruutude summa, MSS- keskmine ruutude summa, CI -
- korrigeeritud p vaartus.
SS MSS F vaartus Pr (>F)
26.33 6.581 28.35 <0.001
0.8998 0.8998 3.875 0.049
270.3 0.2322 NA NA
Erinevus AlumineCI UlemineCI p adj
-0.1307 -0.244 -0.01738 0.0143
-0.2553 -0.382 -0.1286 <0.001
-0.2516 -0.3649 -0.1383 <0.001
0.167 0.0403 0.2936 0.003
-0.1246 -0.2513 0.00208 0.055
-0.1209 -0.2342 -0.007636 0.030
0.2976 0.171 0.4243 <0.001
0.0037 -0.123 0.1303 1
0.4222 0.2835 0.561 <0.001
0.4186 0.2919 0.5453 <0.001
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Lisa tabel 5. eDNA saagiste statistiline analiiis sdltuvalt proovivdtu kohast
ning kasutatud filtri tltbist. osas on esitatud
filtritiipide vaheliste vdrdluste tulemused. Uuritud Virgiinia keeritsussi
esinemist, df - vabadusastmete arv, SS - ruutude summa, MSS- keskmine ruutude
summa, CI - usalduspiirid, p adj - korrigeeritud p vaartus.

Alumises erinevate

Eurgopa Liit
Eurcopa
Regionaalarengu Fond

Eesti
tuleviku heaks

Marenzelleria neglecta df SS MSS F vaartus Pr (>F)
**Filtri.tddp** 4 66.37 16.59 9.812 <0.001
**Proovivétu.koht** 1 106.9 106.9 63.2 <0.001
**Residuals** 1164 1969 1.691 NA NA
**Filtri.tlilip** Erinevus AlumineCI UlemineCI p adj
**CN-GF vs CN-CN** 0.413 0.1072 0.7188 0.002
**NM capsule vs CN-CN** -0.07662 -0.4185 0.2653 0.9732
**SX capsule vs CN-CN** 0.08374 -0.222 0.3895 0.945
**CN vs CN-CN** 0.5799 0.238 0.9218 <0.001
**NM capsule vs CN-GF** -0.489¢6 -0.8315 -0.1477 0.001
**SX capsule vs CN-GF** -0.3292 -0.635 -0.02346 0.028
**CN vs CN-GF** 0.1669 -0.175 0.5088 0.670
**SX capsule vs NM capsule** 0.1604 -0.1815 0.5022 0.703
**CN vs NM _capsule** 0.6565 0.282 1.031 <0.001
**CN vs SX capsule** 0.4962 0.1543 0.838 <0.001
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CN-CN CN-GF NM_capsule SX_capsule
Relative
abundance
Filter
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Lisa Joonis 1. Metatriipkoodistamise tulemused Muuga proovides, suhteline
arvukus perekonna tasemel maaratud mOTUdest.
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Lisa Joonis 2. Metatriipkoodistamise tulemused Lohusalu proovides,
arvukus perekonna tasemel maaratud mOTUdest.
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